



















































































































存在比率は 5.845%、91.754%、2.119%、0.282%である(18, 19)。その中で 57Feは
天然における存在比率が比較的低いことから、放射性同位体に代わる鉄のトレーサ
ーとして用いることができると考えた。また、誘導結合プラズマ質量分析
（inductively coupled plasma mass spectrometry; ICP-MS）を用いることによ
り、安定同位体を高感度で定量的に評価することができると考えられた。これまで








































薬株式会社）および鉄デキストラン（Sigma-Aldrich）は 0.02%Tween80 含有 PBS
（Sigma-Aldrich）により希釈した。鉄の安定同位体である 57Fe（純度 95.95%）は
Medical Isotopes社より鉄パウダーとして購入した。飼料は全て Research Diets社
で作製され、上記の 57Feパウダーを 200 ppm配合した飼料を 57Fe飼料とし、天然
鉄を 200 ppm配合した飼料をコントロール飼料とした。動物実験のプロトコルを図
1に示す。C.E.R.A.刺激条件下で造血に使用された食餌性鉄の利用を評価するた
め、コントロール飼料を摂餌したマウスに対照液もしくは C.E.R.A. 10 μg/kgを尾静
脈内投与し、直後にコントロール飼料から 57Fe飼料へ切り替えた。C.E.R.A.投与日









くは C.E.R.A. 10 μg/kgを尾静脈内投与し、直後に 57Fe飼料に切り替えた。一方、
コントロールマウス群にはデキストラン、鉄負荷マウス群には鉄デキストランを尾
静脈内投与し、投与から 5日後に対照液もしくは C.E.R.A. 10 μg/kgを尾静脈投与し
た後、57Fe飼料に切り替えた。鉄剤の投与量については鉄 0.5負荷群にはマウスあ
たり鉄デキストラン 0.5 mg を、鉄 1.0負荷群にはマウスあたり鉄デキストラン 1.0 







を単離した。十二指腸、脾臓、肝臓は Day 0および Day 5に取得した。組織学的解
析のため、十二指腸および脾臓と肝臓の一部は 10%中性ホルマリン溶液で 24時
間、4ºCで固定した。脾臓と肝臓の残りの部分を用いて鉄含有量を解析した。骨髄
細胞は大腿骨を 2% FBS（Bovogen Biologicals）含有 IMDM培地（Sigma-







した液体クロマトグラフィータンデム質量分析装置 AB Sciex Triple Quad 5500 シ








た後、マイクロウェーブ分解した。誘導結合プラズマ質量分析装置 ICP-MS Agilent 




り、厚さ 4 μmの切片を作製した。2 μg/mLの抗 FPN抗体（Alpha Diagnostics 











細胞を 2% FBS（Bovogen Biologicals）含有 PBS（Sigma-Aldrich）に懸濁し、抗
CD16/CD32抗体（BD Biosciences）を加えて静置した後、PE標識抗 CD71抗体
（BD Biosciences）、FITC標識抗 Ter119抗体（BD Biosciences）で染色した。静























ために網状赤血球数および赤血球数を評価したところ、C.E.R.A.は Day 5から 8に
おける網状赤血球数を増加させることが確認された（図 4aおよび b）。また、赤血
球数は Day 14まで C.E.R.A.投与群において対照液投与群と比較して有意な高値を
示した。57Fe-ヘモグロビン濃度は、C.E.R.A.による造血刺激下において対照液投与
群と比較し著しく増加した（図 3e）。造血刺激下において、肝臓では総鉄含有量は









る DMT1と FPNの発現レベルを測定した。造血刺激下では、血清 hepcidin濃度は
Day 2から 8まで抑制された（図 5a）。C.E.R.A.の投与は Day 5 での十二指腸上皮
の刷子縁膜上の DMT1 および基底側方膜上の FPNの発現レベルを増加させた（図
5b-d）。これらトランスポーターの発現レベルの半定量的評価では、C.E.R.A.投与群
において DMT1の発現レベルは Day 2 から 8まで増加し、FPNの発現レベルは















ヘモグロビン濃度に影響を与えないことを確認した。一方で、Day 8 における 57Fe-
ヘモグロビン濃度は鉄負荷によって抑制された（図 6b）。肝臓や脾臓における総鉄
含有量は鉄負荷により増加したが（図 6cおよび e）、造血刺激下における 57Fe含有
量は鉄負荷によって変化しなかった（図 6dおよび f）。 
 次に異なる鉄介入条件下での食餌性鉄の造血への寄与をヘモグロビン総量に対す
る 57Fe-ヘモグロビン濃度の相関で解析した。その結果、鉄欠乏群、コントロール












件下（C.E.R.A.投与条件下）いずれにおいても鉄負荷は Day 5の血清 hepcidin濃度
を増加させたが、各鉄介入条件下で対照液投与群と C.E.R.A投与群を比較すると、
C.E.R.A.投与群における Day 5 の血清 hepcidin濃度が低値であった。しかしなが
ら、C.E.R.A.投与条件下であっても鉄負荷介入群では体内鉄非介入群と比較し血清
hepcidinが高値に維持されていた。 
 体内鉄非介入群および鉄負荷 1.0群について、Day 5の十二指腸における DMT1
と FPNの発現を免疫組織化学的手法で解析した（図 8b）。また半定量的評価を図 8c
および 8dに示した。体内鉄非介入群においては、C.E.R.A.投与は DMT1 の発現を
強く誘導したが、この現象は鉄負荷 1.0群において認められなかった（図 8bおよび
c）。同様に体内鉄非介入群で認められた C.E.R.A.による FPN発現誘導は、鉄負荷































































































らかになっている(28)。DMT1と FPNについては、それぞれ 3’UTRと 5’UTRに
IREが存在することが明らかとなっている。細胞内鉄濃度が低い場合には活性化し
た IRPが DMT1の 3’UTRおよび FPNの 5’UTRに結合するため、DMT1は翻訳亢
進、FPNは翻訳抑制される。一方、細胞内鉄濃度が高い場合には IRPは不活性化
し、DMT1の発現は低下、FPNの発現は亢進すると考えられる(29-31)。これらの
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トロール飼料を摂餌したマウスに対照液もしくは C.E.R.A. 10 μg/kgを尾静脈内投与











した後、対照液もしくは C.E.R.A. 10 μg/kgを尾静脈内投与し、直後に 57Fe飼料に
切り替えた。一方、コントロールマウス群にはデキストラン、鉄負荷マウス群には
鉄デキストランを尾静脈内投与し、投与から 5日後に対照液もしくは C.E.R.A. 10 
μg/kgを尾静脈投与した後、57Fe飼料に切り替えた。鉄剤の投与量については鉄 0.5
負荷群にはマウスあたり鉄デキストラン 0.5 mg を、鉄 1.0負荷群にはマウスあたり







図 3. 10 μg/kgの C.E.R.A.もしくは対照液を投与したマウスにおける a) ヘモグロビ
ンレベル、b) 肝臓中の鉄含有量、c) 脾臓中の鉄含有量、d) 骨髄細胞中の鉄含有
量、e) 57Fe-ヘモグロビンレベル、f) 肝臓中の 57Fe含有量、g) 脾臓中の 57Fe含有
量、h) 骨髄細胞中の 57Fe含有量。結果は平均値±標準偏差で示した。*P < 0.05 




図 4. 10 μg/kgの C.E.R.A.もしくは対照液を投与したマウスにおける a) 網状赤血球














図 5. 10 μg/kgの C.E.R.A.もしくは対照液を投与したマウスにおける a) 血清
hepcidin濃度、b) C.E.R.A.もしくは対照液を投与して 5日後の十二指腸における
DMT1と FPNの免疫組織化学染色像、および c) 免疫組織化学染色像における
DMT1と FPNの発現レベルの半定量的解析。結果は平均値±標準偏差で示した。*P 
< 0.05（対照液投与群との比較、ウィルコクソンテスト後ボンフェローニの補正を実







負荷（Iron 0.5; 鉄負荷 0.5 mg/mouse、Iron 1.0; 鉄負荷 1.0 mg/mouse）の鉄介入
条件下で、C.E.R.A.もしくは対照液を投与し、Day 0 および Day 8における a) ヘ
モグロビンレベル、b) 57Fe-ヘモグロビンレベル、c) 肝臓中鉄含有量、d) 肝臓中
57Fe含有量、e) 脾臓中鉄含有量、f) 脾臓中 57Fe含有量を測定した。結果は平均値±
標準偏差で示した。*P < 0.05（鉄非介入群との比較、ダネットテスト、n = 5）。†‡§¶





図 7. a) 鉄欠乏マウス、b) コントロールマウス、c) 0.5 mg/mouseの用量で鉄負荷し
たマウス、d) 1.0 mg/mouseの用量で鉄負荷したマウスにおける 57Fe-ヘモグロビン










図 8. 鉄介入条件下における鉄代謝関連因子の発現変化。a) 鉄欠乏（ID）、コントロ
ール、鉄負荷（Iron 0.5; 鉄負荷 0.5 mg/mouse、Iron 1.0; 鉄負荷 1.0 mg/mouse）
の条件下で、C.E.R.A.もしくは対照液を投与し、Day 0 および Day 5 における血清
hepcidin濃度を測定した。結果は平均値±標準偏差で示した。*P < 0.05（鉄非介入群
との比較、ウィルコクソンテスト、n = 4-5）。†‡§¶については、対応する鉄介入条件
での対照液投与群との比較において Wilcoxon test で p値 0.05未満を有意な差とし
た。b)各鉄介入条件下で C.E.R.A.もしくは対照液投与後 Day 5 における十二指腸
DMT1および FPNの免疫組織化学染色像。c) DMT1および d)FPN の発現レベルの
半定量的解析。結果は平均値±標準偏差で示した。ウィルコクソンテストで P 値 0.05




図 9. 肝臓および脾臓における鉄負荷による FPN発現変化。a) コントロールまたは
鉄負荷条件下（1.0 mg/mouse）において、マウスに C.E.R.A.もしくは対照液を投与
し、5日後の肝臓（上のパネル）および脾臓（下のパネル）における FPN発現を免
疫組織化学により評価した。b) 肝臓 FPNおよび c) 脾臓 FPNの発現レベルの半定
量的評価。結果は平均値±標準偏差で示した。ウィルコクソンテストで P 値 0.05未







表 1. 鉄欠乏、コントロール、鉄負荷条件下において C.E.R.A.もしくは対照液を投
与して 0、5、8 日後の網状赤血球数および赤血球数 
グループ 網状赤血球数 (×109/L)  赤血球数 (×1010/L) 
  Day 0 Day 5 Day 8  Day 0 Day 5 Day 8 
Vehicle 
        
ID 283 ± 39 396 ± 39 373 ± 75  917 ± 33 932 ± 51 861 ± 42 
Control 337 ± 60 381 ± 16 342 ± 63  965 ± 56 948 ± 30 895 ± 49 
Iron 0.5 316 ± 27 398 ± 73 383 ± 40  904 ± 28 950 ± 37 884 ± 41 
Iron 1.0 269 ± 41 351 ± 111 343 ± 21  920 ± 31 892 ± 56 848 ± 26 
C.E.R.A. 
        
ID 283 ± 39 2028 ± 175 1907 ± 221*  917 ± 33 1060 ± 103 1136 ± 56 
Control 337 ± 60 2307 ± 591 1158 ± 389  965 ± 56 1111 ± 81 1106 ± 55 
Iron 0.5 316 ± 27 2141 ± 184 1594 ± 240  904 ± 28 1026 ± 33 1156 ± 86 
Iron 1.0 269 ± 41 2049 ± 209 1363 ± 408  920 ± 31 1055 ± 88 1070 ± 81 
ID; 鉄欠乏、コントロール、鉄負荷（Iron 0.5; 鉄負荷 0.5 mg/mouse、Iron 1.0; 鉄
負荷 1.0 mg/mouse）。結果は平均値±標準偏差で示した。ダネットテストで P 値









表 2. 鉄欠乏、コントロール、鉄負荷条件下において C.E.R.A.もしくは対照液を投
与して 0、5、8 日後の骨髄内赤芽球成熟状態 
グループ Ter119(+)CD71(high) (%)  Ter119(+)CD71(low) (%) 




        
ID 28.7 ± 2.1 34.5 ± 3.6 34.4 ± 3.4  17.2 ± 4.4 15.7 ± 5.4 20.0 ± 3.0* 
Control 29.4 ± 3.0 27.2 ± 3.8 27.4 ± 6.7  19.7 ± 4.9 26.7 ± 19.1 14.5 ± 1.5 
Iron 0.5 32.6 ± 2.8 28.7 ± 8.4 31.6 ± 2.8  17.3 ± 7.0 12.1 ± 4.8 16.3 ± 4.5 
Iron 1.0 29.3 ± 1.9 34.5 ± 2.8 32.2 ± 3.4  16.0 ± 4.8 18.8 ± 5.4 15.5 ± 3.2 
C.E.R.A. 
        
ID 28.7 ± 2.1 57.9 ± 3.8 54.6 ± 4.8  17.2 ± 4.4 13.8 ± 8.5 26.3 ± 3.9 
Control 29.4 ± 3.0 59.4 ± 5.4 46.6 ± 6.5  19.7 ± 4.9 14.3 ± 5.6 26.3 ± 4.5 
Iron 0.5 32.6 ± 2.8 59.8 ± 2.3 47.5 ± 4.3  17.3 ± 7.0 12.3 ± 5.7 27.9 ± 2.9 
Iron 1.0 29.3 ± 1.9 60.1 ± 5.2 41.8 ± 9.2  16.0 ± 4.8 13.1 ± 5.5 25.5 ± 9.5 
ID; 鉄欠乏、コントロール、鉄負荷（Iron 0.5; 鉄負荷 0.5 mg/mouse、Iron 1.0; 鉄
負荷 1.0 mg/mouse）。結果は平均値±標準偏差で示した。ダネットテストで P 値











表 3. 鉄負荷条件下における十二指腸および肝臓の FPN発現制御に関する考察 
 十二指腸 FPN  肝臓 FPN 
全身レベルの制御 ↓（分解制御） Hepcidin を介した FPN 分解 ↓（分解制御） 
細胞レベルの制御 
→（変化なし） 細胞内鉄濃度 ↑（増加） 








↓（発現低下） FPN 発現 →（発現維持） 
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